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RESUM
El present treball revisa els estudis efectuats sobre les proteines basiques especifiques en cis
nuclis espermatics dels molluscs. En la primera part (Caracteristiques de les SBP) fem un repas
de la informacio disponible, mentre que en la segona part (Aspectes evolutius de les molecules
i de la seva funcio) intentem expressar una visio integrada de tals proteines i de Ilurs possibles
relacions evolutives.
SUMMARY
The present work is a revision of the studies on nuclear sperm-specific basic proteins in
molluscs. In section II we check the information available in the literature, while in section III
we try to express an integrated vision of such proteins and their possible evolutive relationships.
INTRODUCCIO
En I'espermiogenesi dell animals, el nucli
cellular sofreix un proces de condensacio que
linalitzaenl'espermatozoide. La condensacio
nuclearesefectuadapercanvisen les prote*fnes
Clue interaccionen amb el DNA: en la major
part de les espcrmiogenesis les histories
somatiques son reemplagades per altres
molecules mes basiques anomenades gene-
ricament proteines especifiques de 1'esperma-
tozoide o sperm basic proteins (SBP) (18, 58).
Les protamines son un cas particular de les
SBP. Si be la condensacio del nucliespermatic
es una caracteristica gairebe universal, les SBP
conegudes mostren una variabilitat extraor-
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dinaria. Ja els primers treballs comparatius
(18) varen mostrarque la majorpart de les SBP
no eren homologues, tot i efectuar la mateixa
funci6. A partir d'aquests treballs, i a mesura
que s'incrementaven els estudis de caracte-
ritzaci6 de noves SBP, tambe ho feia ladiversitat
trobada (19, 23, 56), de manera que les
classificacions generals proposades per a
aquestes proteines responen a criteris
citoquimics (18, 19) o bioquimics (90) pero no
a criteris d'hornologia. Consequentment un
dels camps d' interes que ofereixen les SBP rau
en la cornprens16 dels processos seguits en el
seu canvi evolutiu i les raons ales quals respon
aquest canvi. En la literatura existeixen un cert
nombre de revisions sobre les SBP en general
o be sobre algun aspecte seu en particular (23,
48, 49, 57, 65, 66, 70, 77, 84, 90). De tota
manera, tret d'alguns assaigs sobre les SBP
dels molluscs bivalves (10, 11), la informac16
referent als molluscs es escassa, poc ordenada
i extraordinariament confusa (a causa en part
de la nomenclatura no unificada utilitzada pels
diferents investigadors). El proposit d'aquest
treball es revisarels estudis sobre les SBPen els
molluscs, principalment els no inclosos en les
revisions anteriors, i ordenaraquesta informaci6
conjuntament amb altres aspectes significatius
do la seva biologia de la reproducci6. Cal
remarcar quatre punts:
a) Peralsmol -lusesbivalvesenshembasat
en els treballs d' Aus16 (10. 11). Aquests
contenen mes informaci6 explicitaque la revisi6
actual;
h) Una part de la informacio sobre les SBP
en gastropodes no esta encara publicada i
correspon als treballs de tesi doctoral de M.
Daban;
(*) Hem presentat un treball preliminar
amb el mateix objectiu que factual (24), el
qual utilitzem reiteradament com a orientaci6;
d) Emprem correntment la classificacid
adoptada en la Hist^)ria natural dels Pai'sos
Catalans ( vol. 8, 1991).
CARACTERISTIQUES DE LES SBP
Poliplacofors
Format pelsquitons, es un grupde molluscs
de caracteristiques primitives que va apareixer
en el Cambria. Aquests animals han retingut at
llarg de ]a seva evoluc 16 la fecundaci6 externa.
El seu espermatozoide es considerat de tipus
primitiu segons la classificacidde Franzen (33,
35), caracter que concorda amb el tipus de
fecundaci6. La morfologia de les cel•lules
espermiogeniqueshaestatestudiadaendiverses
especies (52, 82): en totes elles es condensa la
cromatina comencant per la formacio de petits
granuls densos que s'agrupen en fibres per
compactar-se finalment, i formar el nucli de
1'espermatozoide. Han estatestudiades les SBP
de cinc especies de poliplacofors: Crvptochiton
stellerii (o. acantoquitonides, fain. acantoqui-
tonids) i Chiton olivaceus (89), Katharina
tunicata, Mopalia ciliata i M. nulscosa (28) (o.
quitonides, fam. quitonids). C stellerii conte
SBP en Iloc d'histones en el nucli dels sous
espermatozoides. En ser analitzades per
electroforesi en gels de poliacrilamida/urea,
les SBP es reparteixen en tres zones diferents
del gel: una fracci6 (anomenada X en les
referencies originals) que migra en la zona de
les histories somatiques, una altra fracci6 (Yen
les referencies citades) de mobilitat inter nedia
entre les histories somatiques i la protamina
salmina. i una ultima fracci6 (Zen referencies)
de mes migraci6 que les interiors. Aquestes
molecules han estat separades i la seva
composici6 aminoacidica analitzada (vegeu la
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1
composicio aminoacidica (% de mots) de les SBP de tres especies de poliplacofors
as ra) (h) (c) (d) (e) (fl (g)
9.6 12, I 34,2 15,4
1,7 0,3
40,9 54.3 19,2 37,A
^,7 0,1 0,3 2.0
3,9 5,7 3,0 3,5
8,5 3,7 6,7 10,5
I.a o,2 0,3 2,0
1,2 4,6 9,7 4,8
5,9 4,3 3,7 6,9
8,_5 6.8 20,5 8.5
7,4 8,1 12.1 3,4
1,2 0,3
2.0 0,1 0,1 0,9
2,6 0,1 Q2 2,1
1.8 0,9
O,K 0,(^
I'nrte'ines es(^ecifiyues de h'. nuii^^unr lul. pnue'ina PMh IPI ); (hl, proteina PMP fP2): lrl proteina K (minuriuiriul.
Protc'ines cspccifiyucs de (^..cn^llerii : (d), proteina X (NI ); (e), proteina Y (P2); (f), proteina minoritaria!..
Protcines especifiyues de C. nlirarrnus : (gl. mescla de totes elles.
taula I). X i Y tenen una composicio similar
per la seva riquesa en arginina i ultres valors
quc es manifesten en la taula L Es diferencien,
perm, en que X Conte una petita proporci6
d'aminoarids hidrofobics que practicament
estan absents en Y. La proteina Z es mes rica
en lisina i alanina que en arginina, i la seva
composici<i (per aquests valors i per lapresencia
i mpor-tant de prol ina) recorda la composicio de
la histona H I . En atencio a la seva composicio
aminoacidica, les trey proteines X, Y i Z han de
set considerades prolamines segons el criteri
de Subirana (90). K. nlnirata tambe come SBP
ma_joritaries que practicament substitueixen
les histones somatiqucs. El seu nucli poseeix
trey fraccions de SBP (28): una fraccio de
migracio electroforetica similar a les histones,
equivalent a la fraccio X de C. stel/erii,
anomenada PMh en el treball original (P 1 en la
fig. 1); una segona fraccio equivalent a la
fraccio Y de C. stc^llerii ,anomenada PMP (a la
tigura 1 apareix P2), i una fraccio minoritaria
que no es equi valent a cap proteina de C. ste/lerii.
Els valors de les analisis composicionals de les
fraccions separades per columnes de bescanvi
ionic donen suport a la correspondencia X-
PMh i Y-PMP entre les SBP de les dues
especies (vegeu la taula I). Els nuclis
espermatics de les altres trey especies (C.
olivaceus, M. muscoscr, M. ciliata) contenen
SBP que exhibeixen el mateix patro electro-
foretic descrit. L'extracte global de les
prolamines de C. olivaceus tambe ha estat
analitzat (89) (vegeu la taula I). Estudis
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estructurals (28) mostren que la molecula
de protamina PMh (P1) de K. tunicata
conte un peptid de 80 a 1(X) residus
aminoacidics no digerible per la tripsina.
Aquest peptid no es present a la fracci6
PMP (P2). Malgratla composlcl6 similar
de les dues fraccions, es possible que
1'estructura de la PMh (PI) sigui similar a
la de la histona H I (una zona globular
central flanquejada per dos extrems
desestructurats), mentre que PMP (P2)
seria una molecula lineal, de menor longi-
tud que 1'anterior.
Gastrbpodes
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Fict kA I: Patr6 electroforctic en gel d'acrilamida/acid
acetic/ureadelesSBPendiferentsespeciesdetnol • luscs. En
aquesta figura es recullen tots els tipus coneguts de SBP en
aquest grup : I Katharina tunicata (poliplacofor); 2 Tectura
scutum (patel•logastropode); 3 Astraea gibberosa
(vetigastropode ); 4 Polvnices lewisii (cenogastropode
Imesogastropodel); 5: Murex brandaris (cenogastropode
I neogastr6pode l); 6 Hel ix aspersa (pu l monat ); 7 Aplrsia sp.
(opistobranqui ); 8 Crassostrea gigas (bivalve, grup 0); 9
Spisula solidissima (bivalve grup I ); 10 Ensis ensis (bivalve,
grup 2 ); 11 Mamma nasuta (bivalve. grup 3); 12 Mvtilus
edulis(bivalve,grup4); 13 Loligopealii( teutid ); 14Octopus
culgari s (octopode); 15 FJedonecirrhosa (octopode); H patrci
electroforetic de les histones somatiques; S patro
electroforctic de la protamina tipica dels peixos ( salmina).
(8, 9, 10, 11 i 12 cedits per J. Ausid).
• Pt
$P1
Aquests molluscs formen un grup
molt diversificat, durant l'evoluc16 del
qual s'han produit transformacions en la
seva biologia de la reproducci6: els
gastropodes mes primitius (patel.lo-
gastropodes i vetigastrbpodes, entre
d'altres) varen apareixer en el Cambria, i
conserven la fecundaci6 externa; el seu
espermatozoide es de tipus primitiu (33,
35,36,37)1 lacondensaci6de lacromatina
espermiogenica es fa per processor
similars als dell poliplacofors (47, 51,
53). Apart 1 r d'un grup de vetigastropodes
varen apareixer en el Cretaci els
cenogastropodes (revisat a 45). Aquest
grup ha adoptat Ia fecundaci6 interna amb
canvis importants en les estructures
reproductores i en les espermiogenesis, ja
que el seu espermatozoide es de tipus
transformat. La condensac16 do la
cromatina segueix un proces complicat
en les sever ultimes fases (vegeu la fig. 2)
i cis espermatozoides es troben
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acompanyats per altres cel • lules espermato-
geniques transformades (paraespermatozoides)
que compleixen funcions no estrictament
reproductores (2, 38, 40, 42, 43, 44, 47). Els
pulmonats i opistobranquis tambe tenen
fecundaci6 interna, i els seus espermatozoides
son transformats i acompanyats d'altres
cel•lules.
Patel•logastropodes
Les SBP han estat estudiades en nou
especies de dues superfam.: patel•loideus:
Patella cerulea (28), P. vulgata (89), P.
granalina (98), P. aspera (29) i acmeoideus:
Acniaea mitra, Tectura persona, T. scutum,
LottiadigitalisiL. pelta(28). Laprimeraespecie
estudiada fou P. vulgata. El nucli espermatic
conte nomes una protetna especifica, i no pre-
senta histories. La migraci6 electroforetica
d'aquesta proteIna es similar a la de les
protamines P 1 dels poliplacofors (vegeu les
figures 1 i 3). La seva riquesa en arginina
(43 %), lisina (9,9 %)1 serina (14,7 %) tambe
1'aproxima ales P 1 dels poliplacofors. D'altra
Banda, P. granatina conte una protamina
d'iguals caracteristiques (vegeu la taula II).
Estudis sistematics (28, 29) indiquen que les
protamines de totes les pegellides son similars
entre elles i que responen ales caracteristiques
segiients:
a) Son proteInes de 200-220 residus aminoaci-
dies.
b) De composici6 similar entre elles;
c) Consten d'una o dues molecules semblants;
d) Reemplacen les histories somatiques.
En les figures 1 i 3 es mostren els patrons
electroforetics de dos patel•logastrOpodes
conjuntament amb les SBP d'altres molluscs
(lesanomenemP1). La molecula de protamina
TACLA 11
Composicio aminoacidica (% de mols) de les
SBP (protamines P1) de quatre especies de
patel •logastropodes
as (a) (h) (c) (d)
lys
his
9,9 9,7 12,5 10,0
arg 43,0 50,7 50,2 46,4
asp 1,7 0,7 1,4 1,4
thr 2,5 2,1 0,5 1,6
ser 14,7 17,0 12,2 15,1
glu 0,7 0,3
pro 2,2 2,8 3,0 3,3
gly 6,9 4,4 6,1 8,2
ala 6,9 6,2 3,7 6,2
cys -
val 5,5 2,3 7,6 4,6
met - 0,5
He 0,7 0,7 - 0,5
leu 3,9 2,7 2,8 3,1
tyr 0.6 0,4 - 0,5
phe 0,6 03 - 0,5
(a) P. vulgata; (b) P. granatina; (c) P. cerulea; (d) P. aspera.
PI de P. aspera conte un peptid resistent a la
tripsinitzacio similar al descrit abans en un
poliplacofor. Aquestpeptidcontepracticament
tots els residus hidrofobics de la molecula,
mentre que les arginines i lisines (residus basics)
son gairebe absents ( 29) (vegeu la taula III).
Aquest fet dbna suport a la idea que 1'estructura
molecular de les protamines P1 de patel.lo-
gastropodes i poliplacofors poden ser similars
a la histona H I definida principalment per
Chapman 1 col•l. (22) 1 Allan 1 coll. (I).
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Vetigastropodes (arqueogastropodes)
Malgrat que hi ha un cert nombre d ' obser-
vacions citoquimiques en nuclis espermatics
d'arqueogastropodes ( 58), el nombre d'especies
estudiades bioquimicament es limita a dotze:
o. pleurotomarioides , fain. haliotids : Haliotis
tuberculata (89), H. crackeroidii (15), H.
kamtschatkana ; o. fissurel-loides , fain. fissu-
relids: Fissurella pieta; fam. diodorids:
Diodora aspera; o. trocoides , fam. troquids:
Tegula funebralis, Calliostoma ligation,
Monodonta turbinata , M. articulata , Gibbula
dil'aricata,G.richardii; fain. turbinids :Astraea
gibberosa (tots ells a 26, 28, 29). Els estudis
pioners es varen fer en Gibbula i Haliotis (89).
Els espermatozoides contenen una proteina
majoritaria ( protamina) ( vegeu la taula IV) que
migra per electroforesi en la zona de les P2 dels
poliplacofors ( a les fig . 1 i 3 tambe son
anomenades P2). Les caracteritzacions
sistematiques de Daban permeten definir els
segi.ients trets particulars per a les protamines
P2 de vetigastrbpodes:
a) Contenen entre 80 i 100 resides
aminoacidics.
b) Les seves composicions ( vegeu la taula
IV) son similars entre elles i amb les P2 de
poliplac6fors, formades per pots tipus de
residus aminoacidics , i son particularment
escassos els aminoacids hidrofobics.
c) Estan forrnades per un unic component
proteinic.
d) Reemplacen sempre les histories
sornatiques.
Basant- nos la composicio sistematica,
semblaquelaregularitatenel tipusdeprotamina
es correlaciona be amb la regularitat de la
condensac16 de la crornatina en les deferents
especis ( 63) i amb la forma general de
1'esperniatozoide ( 100). Les digestions
enzimatiques per tripsina suggereixen que son
Fier RA 2. Ultimes fuses per les que travessa la
condensacio nuclear en I'espermiogenesi de Mure.r
brandaris, un cenogastropode. La figura prove d'Amor
i Durfort ( 2) (amb permis dels autors).
molecules lineals sense cap plega mcnt
intramolecular intrinsec (27), propietat com-
partida, corn hem vist, per les P2 dels quitons.
Les protamines dell vetigastropodes coexis-
teixen en els nuclis espennatics amb una petita
quantitat de proteines especials de composicio
aminoacidica intermedia entre les histones
H1/H2B i les prbpies protamines. En aquest
treball no discutirem les prote 'ines minoritarics.
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TAULA III
Composici6 aminoacidica del peptid resistent
a la tripsinitlaci6 de la protamina de P. vulgata (a)
comparada amb la composicio de Ia
molecula sencera (b)
as (a) (b)
lys
his
4,0 9,9
arg 1,3 43,0
val 7,0 5,5
Ieu 7,3 3,9
tyr 3,4 0.6
Altres 77,0 37.1
Cenogastropodes
(mesogastropodes i neogastropodes)
Els estudis es troben en un cas similar als
referits pels vetigastropodes: s'han let un petit
nombre d'observacions citoquimiques (58),
pet-6 nomes vuit especies han estat estudiades
amb un minim de detail: superfam.
litorino'ideus, fam. litorinids: Littorina
neritoides, L. scutulata; superfam. naticofdeus,
fam. naticids: Polnices lewisii; superfam.
muricoideus,fam. muricids: Murexbrandaris,
Thaisstramonitachocolata (83);fam. nucelids:
Nucella canaliculata, N. etnarginata, N.
lamellosa (excepte Thais totes les especies
han estat estudiades per Daban i col•l. (28)).
Aquests mol•luscs posseeixen diverses
La sequencia aminoacidica de la protamina
P2 de M. turbinata esta en estudi. Fins al
moment es concixen els primers 52 residus de
1'extrem N-terminal. L'argininaestaorganitzada
en agrupacions de 2 a 6 residus i el motiu arg-
ser es repeteix 10 vegades. En la figura 4 es
compara aquesta sequencia (29) amb totes les
conegudes de SBP en molluscs.
L'estructura del complex DNA-protamina
ha estat estudiada en I'especie Gibbula diva-
ricala a partir del seu espectre de difraccio de
raigs X (78, 88). Segons aquest ultim treball,
la protamina quedaria situada en el sole ample
del DNA. Les arginines formarien enllacos
d'hidrogen amb els grups fosfat del DNA,
mentre que els peptids neutres de la molecula
de protamina quedarien col•locats en el sole
estret de les molecules de DNA veines (vegeu
la fig. 5). L'empaquetament del complex es
molt dens (sistema hexagonal). Els autors
treballen amb complexos reconstituits, ja que
la nucliprotamina nuclear no es cristal•lina.
+
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FIGUR,v 3. Patr6 electrotoretic que il•lustra la variabilitat
de les protamines en els patel•logastropodes,
vetigastropodes i cenogastropodes (prosobranquis); 1:
Patella aspera (pate I-logastropode); 2: Monodonta
turbinata (vetigastropode); 3: Littorina neritoides
(cenogastropode [mesogastropode 1); 4: Murex brandaris
(cenogastrbpode [neogastropode]); H i S son els patrons
d'histones i salmina, respectivament.
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1 10 3) 3D tl 50 102
Monodonta turbinata P2 ARAVRRRRARSRSRSRKSRSRSRSAKRSASRRRSRSAGRRRRRRTASRRRRS (T1,S1, G3A3V3,KR3)RRK
1 10 20 30 40
Mytilus californicus W3 I AKAKRSPRKKKAAVKKSSKSKAKKPKSPKKKKAAKKPAKKAAKKX
X32 AKAKRSPRKKKTAVKKSSKSKAKKPKSPKKKKAAKKPAKKAAKKK
X33 AKAKRSPRKKKAAVKKSSKSKAKKPKSPKKKKAAKKPARKAAKKK
1 10 20 30 10 50 60
Spisula solidissima ....KGSSGMMSMVAAAIAANRTKKGASAQAIRKYVAAHSSLKGAVLNFRLRRALAAGLKSGALAHPKGSAGW...
core PL I
Sepia ofcinatis SPI
Sp2
1 10 2D 30 40 50
RRRRRRSRRRRRRSRRRSRSPYRRRYRRRRRRRRRRSRRRRYRRRRSYSRRR YRRRR
I 50
RRRRRRSRRRRRSRRRRSRSPYRRRYRRRRRRRRSRRRRR YRRRRSYSRRR YRRRR
1 10 20 30 40 50 60 70
toligopealiiTi MKVAANTSKMLVEKLDLLKGGRRRRRRSRRRRSRRRRRRRRSRSPYRRRRRRRRRRSRRRRRYRRRRSYSRRRRYRRRR
I to 2D
Eledone eirrhosa E-IV ARRRIERRTMMYSVKSRGKTPCDEAKLVC(DOTS,SI,PI,GI,ATI2,LOY1,FI,KaRyCI3)
FicuRA 4. Sequencies conegudes de Ies SBP dels molluscs. Les que no han estat publicades es mostren amb el
permis dell autors.
protamines d'elevada migracio electroforetica
(vegeu les figs. 113). Son protamines de mida
menor que les dels vetigastropodes, ja que
atenyen entre 40 i 60 residus aminoacidics. La
seva composicio es tambe excepcional, ja que
practicament nomes estan constituides per tres
residus diferents: arginina, lisina i glicina, i una
quantitatremanentde serina i/otreonina(vegeu
IataulaV). Les propietatsanteriorsdiferencien
les protamines dels cenogastropodes de les
corresponents als poliplacofors, patel.lo-
gastropodes i vetigastropodes. En aquest sentit,
1'espermiogenesi dels cenogastropodes
posseeix una altra qualitat no compartida amb
els interiors: la substitucio de les histories per
les protamines es efectuada per mitja d'una
serie moltcomplexa de canvis de proteines que
apareixen i desapareixen progress i vament en
el decurs de 1'espermiogenesi (vegeu la fig. 6).
Per la seva composicio aminoacidica, sembla
que son molecules precursores de les formes
finals de les protamines (29).
Pulmonats i opistobranquis
Aquestes dues infraclasses dels eutineures
presenten fecundac16 interna, i el scu
espermatozoide cs de tipus moditicat (consulteu
les referencies de les pagines 36, 37 i 38),
particularment en els opistobranquis, on el
nucli de 1'espermatozoide es troba molt
espiralitzat. L'unica informacio que hi ha
sobre les SBP d'aquests grups son les
presentades a la figura 1 (24). Les SBP d'un
pulmonat, Helix aspersa, consten de dues
bandes electroforetiques principals (P I i P3 a
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Tnui.a N
('omposici^i aminoacidica (% de moll) de les protamines P2 de vuit especies de vetigastropodes
(arqueogastropodes)
as (a) (h ) (c) (dl (c) (t^ (g) (h) (i)
Il 7 7 17 6
SO 50 56 44 56
1 I 2
20 19 16 14 17
6 8 6 II 5
10 10 9 9 10
3 5 6 5 4
tyr
phc
1 2
(al H. crurkernidii ; (b) H. tubcrcidnta ; (c) h". pion ; ( d) D. nspera ; (e) T funebrrdis; (^ A. gibberosn ; (g) M. turhinnta;
(h) C. li,quhun ; (i) G. dirni'icrun.
la tigura 1) i d'una de minoritaria (P2 a la figura
l ). Desconeixem si al llargde 1'espermiogenesi
es donen canvis de proteines, com en el cas
delscenogastropodes. Respectealacomposicio
de les prc^tamines d'Helix nomes es disposa de
les lodes citoquimiques de Bloch i Hew (20),
segons les yuals haurien de ser molt riques en
arginina, i possiblement nn contindrien lisina
nihistidina. LesSBPdeI'opistobranquiApll^sia
sp. son molt diferents de les del pulmonat
Helix.• el seu patro electroforetic consta de
dues bander situades a la regio de les Pl ,dues
a la regio de les P2 i una bandy minoritaria a ]a
regio de les P3 (vegeu la fig. 1). Una propietat
que les diferencia de la recta de les SBP dels
altres gastropodes rau en que no poden ser
extretes de la cromatina de 1'espermatozoide
sense previa reducci6 quimica d'aquesta, i per
tant, han de ser riques en el residu aminoacidic
cisteina (Colour i Subirana, en preparacio).
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FIGURA 5. Empaquetament molecular dels complexos de
nucliprotamina de Gibbula divaricata. A: vista normal a I'eix del
DNA; B: projeccio sobre el pla equatorial. El tra4 gruixut
correspon a les molecules de protamina, el tra4 ti correspon at
DNA. Dc Puigjaner i cold. (78) (amb permis dell autors).
Composicio aminoacidica (% de cools)
de les protamines 113 de dues especies
de cenogastrbpodes. L. neritoides
(mesogastropode) (a), W. brandaris
(neogastri pole) (b).
as (a) (h)
lys 43,7 30.2
arg 33,2 35,0
thr 0,7 -
ser 1,0 1,5
Illy 21,0 31,3
altres --
Bivalves
Es un grup complex, pet-6 totes les
seves especies han de ser considerades
de fecundaci6 externa. En la major
part d'elles els espennatozoides son
alliberats directament a I'aigua. En
altres especies els oocits son fecundats
dins dels limits de I'organismc, on els
ovuls fecundate son incubats (96, 99),
pero mai no es d6na una transferencia
d'espermatozoides pels espermatofors
o organs copuladors a l'interior del
tracte reproductor de la femella. En
concordancia amb el tipus de fecun-
daci6, 1'espermatozoide presenta una
morfologia primitiva, malgrat clue hi
hapetitesvariacionssegons lesespecies
(76). Els canvis esmentats en la
morfologia espermatica possiblement
estan en relac16, principalment, amb
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amb les diferencies especifiques de la biologia
de la reproducc16 , en particular amb el gruix de
la coberta glicoproteinica que envolta l'oocit
(67). Aixi, no sembla haver-hi una correlaci6
clara entre els arbres filogenetics en els bivalves
i la morfologia de 1'espermatozoide (76). Un
concepte emprat en aquest treball referit es que
I'estructura dels espermatozoides esta relacio-
nadatantamblestendenciesevolutivesgenerals
del grup ( es refereix als bivalves ) com amb les
adaptacions particulars al comportament
rcproductiu , i que diferents pressions de selecci6
pollen actuar sobre ella independentment.
Aquest punt de vista pot ser tambe molt util en
analitzar les variacions evolutives de les SBP
en els diferents animals, i concretament en els
molluscs.
Les SBP dell bivalves han estat estudiades
bioquimicament en no menys de 33 especies.
A continuaci6 Ilistern les especies 1 citem cls
trehalls on es troba estudiat algun aspecte
relacionat amb les sever SBP:
o. pterioidcs , superfam . mitiloideus, fain.
mitilids: Mvtilus edulis (3, 4, 6, 11, 24, 75, 89,
91, 106, 108 ), M. edulis chilensis ( 73), M.
callforniam[s (12, 105 ), M. galloprovincialis
(97, 108), Crenomvtilus grcivanus (86, 104),
Modiolus dificilis ( 86), Aulacontva ater (72);
superfam ostreo'ideus. fam . pectinids:
Striftopecten swifti (11, 104, 105, 106),
Patinopectell vessoensi.s (1 1, 105),Aequipecten
irradians ( 106), Pecten rncLVimus ( I I ); fam.
ostreids: Crassostrea gigas ( 7, 11, 86, 87):
o. paleoheterodonts , s. o. unionoides, fam.
unibnids: Anodonta piscinalis (81);
o. veneroides . superfam. mactroideus, fam.
mactrids : Spisula solidissima ( 3, 7, 8, 9, 10,6 1,
89, 91 ), S. .sachalincIsis ( 106), Mactra
corallina (21), Tresus capax ( 7): superfam.
venerofdeus , fain. venerids : Me rcenaria
.stimpsoni , Calli.sta brevisiphonata ( 106), Ta-
pes .japonica ( 105 ), ScLVidomus purpuratus
(68. 106 ). S. ,l iganteus , Protothaca staminea
0
H1 23 4 5
P3
FIGURA 6. Electrotoresi on es mostren els canvis en el
patro de proteines nuclears durant la maduracio de la
gonada de Murex brundaris :: I : gener 1988 : 2: febrer
1988; 3: juny 1988: 4: octubre 1988; H i S : patrons
d'histones i salmina . Tret de Daban (29).
(105), P. thaca (71, 73): superfam. tel-linoideus,
fain. donacids: DonaLZ trunculus (11, 21): fam.
tel-linids: Macoma nasula, Macoma sp (I I)-,
superfam. solenoideus, fain. solenids: Ensis
minor (I I), E. ensis (11); superfam.
card]oideus, fat n. cardids: Clinocardiumnutalii
(7); superfam. dreissenoideus, fam. dreissenids:
Dreissena polvrnorpha (91).
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Composicio (% de mols ) de les histones H I
especifiques en els espermatozoides de
bivalves
as (a) (b) (C) (d) (e)
lys 29,0 26,2 31,6 36,3 28,2
his 1,0 1,0 0,9 0,7 1,2
arg 10,4 8,9 1,7 6,1 1,6
asp 2,3 1,7 4,2 2.9 3,3
thr 2,9 3,4 4,1 5,0 5,6
set 12,0 13,6 7,4 7,1 5,0
gill 1,9 1,3 4,7 2,1 4,1
pro 7,3 7,4 7,4 7,6 9,0
gly 3,9 4,4 6,5 4,8 5,6
At 18,6 21,4 18,1 225 23,3
cys -
val 3,5 3,6 5,3 1,0 3,5
met 0,8 1,2
He 1,6 1,6 2,2 1,4 2,1
Ieu 2,9 2,9 3,8 2,3 4,5
tyr 0,7 0,6 1,6 - 1,4
phc 1,1 0,9 0,6 1.6
(a) HI.I de('.gigos; (h) Hl.2deC'.gigus; (c) iII especitica
en A. piseinulis; (d) H I espermatica de L'. thon; (e) H I de
1). trunculu .s. (Reterencies en el text.)
o. rnioides, superfam, hiatel-loideus, fain.
hiatel'lids: Panopaea generosa; super tam.
mioideus, fain. miids: Mva arenaria (7).
AusiO (7, 11 i 24) ha ordenat els patrons
electroforeticsde lesSBPdelsbivalves en cinc
grups. UtilitzahinomenclaturaPL(prot(imine-
like) seguida d'una xifra romana segons la
mobilitat electroforetica. Aixi, les PL I
migrarien en gels de pol iacrilamida/acid acetic/
urea menys quc les histones somatiques, les PL
11 coin les histones somatiques, les PL III mes
que les histones, i les PL IV mes que les PL iII
(vegeu la fi(,. 1). En les taules VII, VIII i IX
apareixen totes les composicions
aminoacidiques conegudes de les proteYnes PL
1, 11, III i IV. Els grups d'Ausi6 son:
Grup 0 : Les especies d'aquest grup
mantenen les histories somatiques fins al final
de l'espenniogenesi. En el nucli de 1'esper-
matozoide, a mes de les histones somatiques
s'hi troba una histona H I caracteristica quc
presenta dos o tres components (vegeu la taula
Vi mostra totes les composicions
aminoacidiques conegudes d'aquestes H I ).
Aquests nuclis mantenen 1'estructura nucleo-
somica, pero el nucleosoma tindria una mida
superior al somatic (225-226 pb). El patrd
electroforetic de les SBP d'un representant
d'aquest grup es pot observar a la figura I.
Pertanyen a aquest grup: Pecten nuuvilnus,
Aequipecten irradians, Crassostrea gigas,
Swiftopecten swifti, Patinopecten vessoensis,
Gi_vcinreris vessoensis i Anodonta piscinalis.
Grup 1 : Contenen una protelna especifica
PL I majoritaria de baixa mobilitat electro-
foretica. Retenen dun 20 a un 30 YYe de les
histones somatiques en el nucli de I'esper-
matozoide. La cromatina esta organitzada
parcialment en nucleosomes, i parcialment en
fragments compactes de nucliprotamina,
mada per DNA i proteina PL 1 (8) (el model
proposat per a 1'organitzacI6 d'aquest tipus de
cromatina apareix a ]a fig. 7). El patr6
electroforetic de les SBP d'un representant dcI
grup es mostra a la figura 1. Pertanycn a aquest
grup: Callista chione, C. brevisiphonata,
Spisula solidissima, S. sachaliensis, Mercena-
riu stimpsoni, Sa_aidonnis purpurutus, S.
giganteus, Tapes japonica, Tresus capax,
Panopaea generosa, Protothaca thaca,
Protothaca staminea, Dreissena poh'morpha
i Venus i'errucosa.
Grup 2: Apareixen dos components majo-
ritaris especifics de l'espermatozoide: PL I i PL
II (vegeu la fig. 1). Ambdos components
coexisteixen amb un 20-30 (/(, d'histones en cl
nucli de l'espermatozoide. Exemples del grup
2 son: Cardiumedule, Ensiseiisis, Ensisminor,
Clinocardium nutalii i Mva aenaria.
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Grup 3: contenen d'un 20 a un 30 % de la
quantitat total d'histones somatiques, que
coexisteixen amb els components principals.
Aquestes son trey protemes especifiques: una
PL [, una PL II i una PL III (vegeu la fig. 1).
Pertanycn aayuestgrup, entre d'altres: Macom^
nusuln i I)c^iu^.^^ tru^tculus.
Grup 4: Dins d'aquest grup s'hi troben la
inuncnsa majoria dell miU'lids. Els nuclis dell
esE^ermatoroides contenen, com en el cas ante-
rior, 3 SBPque coexisteixen amb una quantitat
residual d'histones somatiques. D'acord amb
la mobilitat electroforetica, les prote'ines
d'aquest grup son PL II, PL III i PL IV (vegeu
la fig. I ).
Malgrat 1'heterogene^tat electroforetica,
gairebe totes les PL presenten una composicio
aminoacidica similar. Particularment, les PL I
i PL II son gairebe identiques (vegeu les taules
VI I, VII I, XI i la t7g. 8) i ambdos opus contenen
el peptid globular resistent a la tripsinitzacio
que inclou la major part dell residus hidrofobics
(9, 1 1, 39). No s'ha trobat cap evidencia que
indiqui la possessio d'aquest peptid per a les PL
III i PL IV. En la figura 4 es representa la
sequencia del peptid globular de la PL I de
Spis^^la solidissima (9) i de les tres formes de
la PL IV (^^) de Mytilus cu/ifornianus (12).
T.ari.,^ VII
composicio aminoacidica de les proteines especifiques PL I de molluscs bivalves (°Io de mots)
^W (f7 (g) (h) G) (_j) (1^)
lys 24,8 23,0 ? 1,3 19,9 30, I 29,1 30,7 32.7 21,6 27,6 27.0
his 1,3 0,8 1,8 0,8 1,5 1,2 I,0 2,4 0,7 1,0
arc 23, I 19,1 20,6 25,0 25,4 23,8 26,0 27,9 19,5 24J 27,5
0,6 2,8 2,9 2,2 1,7 1,8 0,2 0,7 2,5 1,6 Q8
thr 4,3 3,3 2,8 3,0 2,3 ',1 - 1,2 2,8 1,2 1,5
ser 21,7 19,4 21,8 19,6 20,3 19,9 26, I 22, I 19,7 22,7 23,9
glu 0,6 3,6 3,4 2,4 1.9 2,8 0,1 0,5 2,8 QS 0,5
pro 2,4 1,8 3,0 2,8 2,1 2,2 1,6 1,7 1,2 0,8 1,5
gly 3,0 5,1 3,8 5,0 3,8 6,0 3,3 3,2 6,4 4,2 3,2
ala I4? I2,0 13, I 7,0 6,6 5,5 6,1 5,3 9,8 8,9 7,7
^y^ - - - -
val 2,3 2,0 2.0 2,4 1,9 1,7 1,3 1,2 2,8 2,3 1,9
nut 0,4 0,2 2 0 - 1,0 0,1 0,9 0,9 l,l
ile 0,5 I,5 1,4 1,8 0,6 0,7 0,8 0,7 1,8 I,l 0,5
Icu 1.7 2,8 2,2 3,1 ^,3 1,9 1,3 1,0 2,5 1,7 Q8
tyr 0,3 1,0 0,5 I,0 - 0,3 0,4 0,3 1.8 0,7 Q6
phc 0,3 1,2 0,5 0,6 0,6 0? 0.3 1.4 0,6 0,8
f.U .1'. sulidi.ccimu; ( h), S. sa <' hn/inensis: ( c) M. cornllina; (d) M. stintpsoni; (e) C. hrei isi^^lunuuu ; ( f) S. /^urptu'utu.r; fg) P.
cnunineu; (h) P. thnc'u; ( i) D. n'unt'ulus ; (j) C. n^etallii ; ( k) D. puh^morplui.
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FIGURA 7. Representac io esquematica del model proposat
per Ausio i Van Holde ( 8) sobre I'organitzacio de la
cromatina de Spisula solidissinw ( adaptat do ! ' original).
(H3 i H4) i cinc fraccions de proteines
(anomenades T) que posseeixen una mobilitat
electroforetica intermedia entre les histones 1
les protamines dels mamifers. Tals proteines T
son formes fosforilades d'una o dues proteines
(102). Son molt riques en arginina (50-60 %,
(vegeu la taula X) i mostren una distribuci6
asimetrica dels residus basics, de manera que
les arginines estan acumulades en els 2/3
carboxiterminals de les molecules. En
I'espermatozoide madur no hi ha ni histones ni
proteines T,1 nomes apareix un component (Sp
en el treball orginal) que migra electrofore-
ticament com les protamines dels mamifers
(vegeulafig 1). LaprotemaSpCsunaprotamina
TAULA VIII
Cefalopodes
Composicio aminoacidica (% de cools) de les
proteines espermatiques PI, 11 dels molluscs
bivalves
Son marins , de fecundac16 interna, i repre-
senten els molluscs que han adoptat les
caracteristiques mes diferents en I'evolucio
d'aquest filum . Han estat estudiades
bioquimicament les SBP de les especies
segi ents:
o. sepides, fam . sepids : Sepia officinalis;
o. teutides. s.o. mibpsides , fam. loliginids:
Loligo vulgaris , L. fi)rbe si, L. pealii;
S.O.egopsides , fain. ommastrefids; flex
argentinus;
o. octopodes , s.o. incirrats , fam. octopodids:
Octopus vulgaris, Eledone cirrhosa.
Sepids i Teutids (decapodes)
Wouters 1 coll. (10) observaren que la
cromatina nuclear de les cel'lules gonadals de
Sepia officinalis contenen histones acetilades
as (a) (b) (cl (d)
lys 20,0 22,9 30,8 29.3
his 0.8 1,3 3,9 0,7
arg 7,9 10,8 19,1 19,4
asp 5,3 4,8 2,9 2,4
thr 3,3 2,7 2,9 1,8
ser 12,2 11,2 10,4 21,0
glu 3,6 1,0 2,5 1,6
pro 6,7 8,4 3,4 4,3
gly 9,4 6,3 7,3 3,1
ala 13,9 15,8 6,7 11,6
cys - - - -
val 4,2 2,8 2,4 1,2
met 1,9 1,5
ile 3,0 3,0 1,5 1,0
leu 4,7 5,1 3,4 1,7
tyr 0,7 0,7 2,4 0,5
phe 1,6 1.6 0,5 0.4
(a) PLII (0 2B) de M. edulis; (b) PLII (X) d'A. arer: (c) PLII
(Hp) en A. piscina/is; (d) PLI1 (Y) de D. trunrulus,
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(vegeu la taula X) que nomes esta constituida
per quatre opus de residus aminoacidics
diferents ( serina, prolina , tirosina i arginina).
L'arginina forma e177 % de la molecula. Les
reaccions immunoquimiques amb 1'anticos de
lapro taminaT (8O)revelenqueaquestaprotema
comen4a a apareixer en les espermatides
rodones, que es abundant en les espermatides
en elongacio pero que no es pot detectar en
I'espermatozoide . El mateix treball tambe
mostra per electroforesi que les espermatides
mes avan^ades i els espermatozoides no
contenen protema T. Segons els autors, i
principalment basant- nos aquests treballs, al
Ilarg de 1'espermiogenesi de Sepia es donen
dues transicions de protemes:
histones-> protema T-> protamina Sp.
Per la seva composicio aminoacidica,
sembla que la prote^na T es una molecula
precursora de la protamina Sp (vegeu la taula
X), de maneraque aquesta ultimacorrespondria
als 2/3 Gterminals de la prote^na T. Martin-
Ponthieu i col ^1. (62) i Schindler i col •l. (85) han
combinat tecniques d'espectrometria de masses
i de segiienciacio per demostrar que la
protamina Sp de Sepia es microheterogenia, ja
que esta formada per dues protemes: Sp 1 i Sp2,
de 57 i 56 residus aminoacidics, respectivament
(vegeu la figura 4 i la taula X). En les seves
molecules, s'hi distingeixen tres dominis: els
aminoterminals i carboxiterminals (aa 1 al 25
i 42 a157/41 a] 56), amb totes les tirosines i la
TAULA IX
composicio aminoacidica de les PL III i PL IV conegudes dels bivalves (% de mols)
as (a) (b ) (c) (d) (e) (t) ^) (k) (])
30,0 25,2 50 ,2 49,5 35,0 41,0
- 0,2 Q1 - 1,5 -
24,9 27,9 4,5 5,2 5,5 10,1
1,9 3,5 0,5 - 2,5 -
- - 2,2 5,5 4,0 7,4
29,5 28,7 9,8 8,1 11,0 4,7
0,8 0,9 0,4 - 4,0 1,8
3,6 0,6 9,6 6,0 5,2 9,8
1,8 1,8 0,5 4,0 8,1 1,9
7,0 9,5 20,6 21,7 17,1 21,4
0,3 0,4 1,9 - 2,3 -
0,1 0,1 - -
0,2 0,5 0 , 1 - 0,8 -
0,1 0,5 0,5 - 1,8 1,7
- 0,1 - - 0,_5 -
- 0,2 - - Q7 -
Proteines especitiques PL 111 (de ( a) a (h)) de: M. edulis ( ^]) (a); M. edulis chilensis ( Mee 2) ( b); C. gra^^cinus (c); M. dificilis
(d); A. urer (Aa5) (e); D. trunculus (Z) (^; C. nutta/lii (g); Macomn sp. (h).
Proteines especifiques del opus PL IV ( de (i) a (1)): M. edulis (^ 3) (i); M. edulis chilensis (Mec 3 ) (j); M. dificilis ( k); A. rater
(Aa6) (p.
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FIGURA 8. Comparacio de Ies mitjanes composicionals
de les SBP dell molluscs de fecundacio externa: A: PI
poliplacofors versus P2 poliplacofors; B; PI
patel-logastropodes vs. P2 vetigastropodes; C: H I
especff iques de bivalves vs. PL IV bivalves; D: PL I vs.
PL II (bivalves); E: PL I vs. PI. III (bivalves); F: PL I vs.
PL IV (bivalves)
D_
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major part de residus no arginina, i el dourini
central (aa 27 al 41/27 al 42) que nomes conte
una Ilarga sequencia d'arginines trencada pet-
un residu scrina.
El model que incorpora proteines de
transicio en lloc d'un desplacament directe de
les histories per les prolamines es interpretat
pets autors corn una analogia respecte a les
transicions de proteines espermiogeniques dcls
mamifers (14, 41, 64).
Sitnultaniament als trcballs refents, Kadura,
Khrapunov i altres autors varen estudiar els
canvisdeproteinesenelsnuclisespcrmiogenics
d'una especi de calarnar: Ilex argentinus (54,
55, 60). Els canvis son similars als descrits en
Sepia (encara que els autors anomenen I I la
proteina corresponent a la T de Sepia i 12 la
corresponent a Sp). Les histones, doncs, son
reemplacades en l'espermiogenesi d'aquest
calamar per una proteina I1 (de 9 KDa) I
aquesta es substituida per la 12 (de 7 KDa), que
taurbe presenta dues subl"raccions. Les
composicions aminoacidiques de les diferents
proteines ( vegeu la taula X) tambe suggerci xen
als autors que I I no es sing el precursor de 12.
De fet, treballs no publicats encara (Colour,
Sautiere i Subirana, en preparac16) han conduit
a la sequenciacio de la proteina T d'un altre
calamar (Loligo pea/ii); aquesta segdcncia in-
dica clarament que les proteines T (I I) son Ies
precursores de les protamines Sp (12): consta
de la sequencia aminoacidica de la protamina,
precedida per un pcptid especial de 2 1 residus
aminoacidics en el seu extrern N-terminal
(vegeu la fig. 4 i la taula X).
Les protamines de dues altres especies de
Loligo ja havien estat analitzades prr=viament
(89) (vegeu la taula X).
Shan efectuat estudis estructurals de la
crornatina espermatica d'lle.v argentinus per
digestions amb I'enzim nucleasa micrococal
(60), i de la nucliprotamina d'altres tzutids 1
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scpids per difraccio de raigs X•(3 I , 32, 88). Els
nuclis gonadals inunadurs son accessibles a
I'enrim i estan esU -ucturats en nucleosomes de
195 ± 5 parells de bases de DNA. Duran[ la
maduraci6 de la gonada del DNA esdeve
progressivament mes inaccessible a I'atac
enzimatic de la nuclease . En ser aquest proces
simuhani a la transicib histones --> I1 -> I2,
possihlement aquesta transicio es la responsa-
hle dell canvis estructurals evidenciats per la
nuclease ( 60). Els mateixos autors Lambe
mostren que la protamina 12 posseeix una gran
atinitat pel DNA , i cs fins i tot major que
I'cxhihida per la salmina, fet que pot ser
a la longitud de la molecule (69, 70).
La protamina de ralamars i scpies empa-
queta d'una manes molt compacta el DNA
nuclear . El complex DNA-protamina dell
sepids i teutids estudiats es una estructura
semicristal^lina en el sistema hexagonal (88).
La identificacio d'aquesta estructura ha estat
possible grades a I'aplicacio de tecniques de
difraccio de raigs X als mateixos nuclis
espermatics sense necessitat de separar i
reconstituir els complexos.
En aquests dos grups de cefalopodes, doncs,
Ics histones s6n progressivament reempla^ades
per un precursor de la protamina que comen^a
a condenser el DNA i es perd 1'estructura
nucleos^^mica. EI precursor perdria el sea
extrem apolar i la nucliprotamina acabaria la
seva condensacio en una estructura semicris-
tal.lina. Aquest proces i les caracteristiques de
les protamines semblen diferir clarament de
les esmentades en els poliplacofors, patel.lo-
gastropodes, vetigastropodes ibivalves, i
TAULA X
Comp^^icions aminoacidiqu^ cone^^udes de les protamines deLs mol•lascs cefalopodes (°lo de moll)
as (al (h ) (c) (dl (e) (f) (g) (h) fi)
(a) prole^ina T i (h) protamina Sp de S r,%jicinulis; (c) protema 1 I i (d) protamina 12 d'/. cu ^^^nlinu .r; (e) protamina de L. penlri;
Ul protamina ile L. o/^ule.crrii.c: (g) protamina del pop O . rulgari .c; (h) mescla ^e protemes espeeitiyues d'E. rirrhosri; (i)
protamina ceratinosa de la mateixa especie.
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TAUL.A XI
Valors de les mitjanes (z) (a), desviacions tipiques ((5.) (b) i coeficients de variacio (Gf) (c) de
les composicions aminoacidiques de diferents grups de SBP en els molluscs
as PI poliplacotors P2 poliplacofors PI pate I-logastropodes
6 6/X X 6/x X 6 6/X
lys 11,60 2,00 0,17 15,75 3,65 0,23 10,52 1,14 0,10
his 0„85 0,85 1,00 - - - - --
arg 40,50 0,40 0,01 51,55 2,75 0,05 74,51 3,12 0,06
asp 1,35 1,35 1,00 1,30 0,36 0,27
thr 3,00 0,90 0,30 4,00 1,70 0,42 1,67 0,75 0,45
ser 6,90 1,60 0,23 4,10 0,40 0„09 14,75 1,71 0,11
glu 1,30 0,10 0,08 0,60 0,40 0,67 0,25 0,29 1,16
pro 1,60 0,40 0,25 4,35 0,25 0,06 2,82 0,40 0,14
gly 5,45 0,45 0,08 3,70 0,'60 0,16 6,40 1,37 0,21
ala 8,45 0,05 0,01 5,90 0,90 0,15 5,75 1,22 0,21
cys
-
- - -
- -- -
val 9,70 2,30 0,23 9,85 1,75 0,17 5,(X) 1,90 0,38
met 2,20 1,00 0,45 - - - 0,12 0,22 1,73
He 1,95 0,,05 0,02 - - - 0,47 0,29 0,61
leu 3,90 1,30 0,33 - - - 3,12 0,47 0,15
tyr 0,90 0,90 1,00 - - - 0,37 0,23 0,61
phe 0,40 0,40 1,00 0,35 0,23 0,65
as P2 vetigastropodes HI esp . bivalves PL I bivalves
x 6 6/X X o 6 / X X 6 6/X
lys 14,11 8,70 0,62 30,26 3,48 0,11 26,16 4,20 0,16
his 0,11 0,31 2,86 0,96 0,16 0,17 1,14 0,60 0,52
arg 47,67 7,04 0,15 5,74 3,61 0,63 23,87 2,88 0,12
asp 0,11 0,31 2,86 2,088 0,85 0,30 1,62 0,89 0,55
thr 1,22 1,13 0,93 4,20 0,99 0,24 2,22 1,14 0,51
ser 16,67 1,70 0,10 9,02 3,23 0,36 21,56 2,00 0,09
glu 0,11 0,31 2,86 2,82 1,33 0,47 1,74 1,26 0,72
pro 0,22 0,41 1,87 7,74 0,64 0,08 1,92 0,63 0,33
gly 6,67 2,21 0,33 5,04 0,92 0,18 4,27 1,13 0,26
ala 9,00 1,70 0,19 20,78 2,08 0,10 8,86 3,11 0,35
cys - - - - - - - - -
val 3,60 1,83 0,51 3,38 1,37 0,41 1,98 0,45 0,23
met 0,40 0,50 1,26 0,60 0,61 1,01
ile 0,11 0,31 2,86 1,78 0,31 0,17 1,04 0,48 0,46
Ieu 0,11 0,31 2,86 3,28 0,77 0,24 1,94 0,69 0,36
tyr 0,33 0,67 2,02 0,86 0,58 0,67 0,63 0,47 0,75
phe - 0,84 0,53 0,63 0,59 0,40 0,67
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TAUI.A XI (Continuacio)
as PL 11 bivalves PL III bivalves PL IV bivalves
x c 6/ x G 6/x x c 6/x
lys 25,75 4,45 0,17 26,54 2,6 0,10 43,29 6,29 0,14
his 1,67 1,30 0,78 0,36 0,52 1,44 0,40 0,64 1,59
arg 14,30 5,05 0,35 23,57 3,86 0,16 6,32 2,21 0,35
asp 3,85 1,22 0,32 1,41 1,22 0,87 0,75 1,03 1,37
thr 2,67 0,55 0,20 1,94 1,35 0,70 4,77 1,91 0,40
ser 13,70 4,26 0,3 20,04 5,54 0,28 8,40 2,37 0,28
glu 2,17 0,98 0,45 1,16 0,99 0,85 1,55 1,56 1,01
pro 5,70 1,97 0,35 5,16 2,91 0,56 7,65 2,07 0,27
ala 12,00 3,40 0,28 13,05 3,44 0,26 20,20 1,83 0,09
e ys -
val 2.65 1,07 0,40 0,92 0,39 0,43 1,05 1,06 1,01
met 0,85 0,86 1,01
He 2,12 0,89 0,42 0,39 0,37 0,95 0,22 0,33 1,50
leu 3,72 1,33 0,36 0,52 0,55 1,05 1,00 0,57 0,77
tvr 1,07 0,77 0,72 0,20 0,23 1,17 0,12 0,22 1,80
phc 1.02 0,58 0,56 0,20 023 1,14 0,17 0,30 1,78
sembla presentar alguns punts de semblanca
amhels cenogastropodes, com son lapresencia
de precursors i la simplicitat composicional de
Ies formes finals de les protamines.
Octopodes
Nomcsesconeixen les SBPdeduesespecies
d'oct6podes: Octopus t'ulgaris i Eledone cir-
rhosa (89). Octopus come una protamina
majoritaria de mobilitat electroforetica similar
a la dels altres dos grups de cefalopodes (sepids
i tcutids) (a la fig. 11'anomenem P), pcro ]a
seta riquesa en arginina, glicina i lisina (vegeu
la taula X) l'aproxima mes composicionalment
a Ics protamines delscenogastropodesque ales
dels altres cefalopodes. No s'ha estudiat si
durant l'espermiogenesi es donen transicions
de proteines cone les descrites anteriorment.
Pel que fa al cas d'E_ledone, les protefnes han de
ser reduides ahans de poder ser extretes amb
acids de la cromatina nuclear espermatica. La
composicio aminoacidica de la mescla de SBP
d'Eledone es rica en prolina, cisteina i histidina
(vegeu la taula X). Evidentment son proteInes
molt diferents a les dell altres cefalopodes,
incloses les d'Octopus. La segi.iencia dels 29
primers aminoacids de 1'extrem amino
(Subirana,Sautiere,Colom, no publicat) (vegeu
la fig. 4) d6na suport a aquest punt de vista.
La interpretacio morfologica de 1'evoluc16
de l'espermiogenesi i de la fecundaci6 pot
presenter un gran interes per a situar els canvis
de les SBP d'aquests animals. Els cefalopodes
sepids i teutids (L)ligo, Sepia) presenten un
espermatozoide modificat en cl que el nucli
s'ha clongat peso no ha arribat a espiralitzar-se.
Alguns octopodes (Octopus) presenten aquest
mateix tipus d'espennatozoide (amb certes
variacions quc no afecten la morfologia nu-
clear), peso altres octopodes, coin Eletione,
han sofert una complicaci6 extraordinaria en
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els seus processos relacionats amb la hiologia
de la reproducci6, i parallelament el nucli del
seu espermatozoide s'ha espiralitzat. Segons
alguns autors 1'espermatozoide d'Eledone ha
evolucionat a partirdel tipus d'espermatozoide
d'Octopus (es pot parlar d'una recapitulaci6
morfologica de l'esperniiogenesi d'Octopus en
1'espermatozoide d'Eledone). L'incrernent de
la complexitat espermatica d'Eledone esta
correlacionat tambe amb la complexitat de les
estructures de l'oocit. Aquests ternes foren
revisats per Franzen (34).
ASPECTES EVOLUTIUS DE LES
MOLECULES I DE LA SEVA
FUNCIO
Proteines
En atenci6 a les caracteristiques compo-
sicionals podem agrupar les SBPdels mo•Iuscs
en els grups segbents:
a) Protamines PI dels poliplacofors
Protarnines PI dels pate l•logastropodes
b) Protamines P2 dcls poliplacofors
Protamines P2 dels vetigastropodes
c) Prolamines P3 dels cenogastrupodes
(1) Proteines H I especifiques dels bivalves
e) Proteines PL I i PL II dels bivalves
.J) Proteines PL III dels bivalves
g) Proteines PL IV dell bivalves
h) Protamines dels sepids, teutids i Octopus
(cefalOpodes en general)
i) Proteines especifiques particulars
(Eledone, Aplvsia
En la taula XI hem recollit les mitjanes (x),
desviacions tipiques ((3) i coeficients de va-
riaci6 (a /x) de les compositions aminoaci-
diquesdelesprotcinesagrupades. Acausadels
petits valors dels coeficients de varlac16, la
composici6 mitjana dun grup de proteines pot
ser considerada coin a representativa de
cadascunad'elles,practicamentsense excepcio.
En la figura 8 es compares les mitjanes
composicionals en els (1rups de fertilizaci6
externa.
La consideraci6 de la inforinaci6 estructu-
ral coneguda permet establir semhlances
interessants entre alguns dels grups anteriors
de proteines:
- Les protamines PI posseeixen una zona
globular hi(Irofbbica no digerible per la
tripsina, flanquejada per un o dos extrems
molt basics tucilment atacables per aquest
enzim. Aquesta caracteristica, i tamhc la
mida de les molecules no es exclusiva de
les PI de poliplacofors i patel-logastrb-
podes, sing que es tambe compartida per
les PL I i PL II dels bivalves.
- Les protamines P2 dels poliplacofors i
vetigastropodes son facilment digeribles
per la tripsina i no s'ha trobat cap indict CILIC
reveli una estructura estable de les
molecules. Tal caracteristica i la mida
molecular son compartides per les PL. III
dels bivalves.
Donat cl paral.Iclisme en mida i estructura
i per tal de simplificar el text, anomenem P I s
el grup de proteines format per Ies PI de
poliplacofors i patel-logastropodes, i les PL I i
PL II de bivalves. Per les mateixes raons
anomenern P2s Ies P2 de poliplacofors i
vetigastropodes. i PL II de bivalves.
Un fet notable que evident is la tigura 8 rau
en la gran semblanca compositional entre Ies
P2s i P I s de coda grup: P2-P l en poliplacofors;
P2 en vetigastropodes-PI en patel•Iogastr6-
podes; PL l1I-PL I i II en bivalves. L'unica
diferencia significativa entre les P2s i PIs es
troba en I'absencia sistematica to menor
quantitat) d'aminoacids hidrol6bics (metionina.
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HISTONA SOMATICA HI
HISTONA HI (RICA EN ARG)
ACUMULACIO
D'ARGININES I
SERINES
HISTONA H1
IHSTONA H1 D'ALT PES MOLECULAR
(RICA EN ARG I SER)
DIVERSOS COMPONENTS MENORS
(COMPOSICIONS SIMR.ARS)
1
i FRAGMENTACIODE LA MOLECULA
DIVERSIFICACIO
DIVERSOS COMPONENTS
DE DIFERENT COMPOSICIO
PROTAMINA P2
FI(a RA 9. Evolucio de les SBP dels molluscs bivalves. FI(a R V 10. Esquenu( de I'evolucio de IC', pl-Ota111111C', Cie
Adaptat de ('original de Subirana i Colom (91). poliplacofors i vetigastropodes (25).
isoleucina, leucina, fenilalanina i valina) en les
primeres. Aquesta absencia pot estar relacio-
nada amb la manca del peptid resistent a la
tripsinitzaci6, Ja que en tots els casos estudiats,
la composicio dels peptid es molt mes rica en
aquests resides.
Curiosament, les mateixes relacions
exposades entre les P I s i les P2s poden ser
observades entre les histories H I especi iques
i les PL IV dell bivalves (vegeu la fig. 8).
Hem de ressaltarque totes aquestes proteines
pertanycn a especies de fertilitzacio externa.
El possible origen de les SBP dels bivalves
a partir de la histona H I ha estat considerat
repetidament: Subirana i col•l. (89) apunten la
possibilitat que en els 11101-Iuscs les SBP hagin
aparegut a partir d'un fragment basic d'una
histona, i posteriorment (91) proposen una via
evolutiva per a les protamines d'aquests
11101-Iuscs (ve(,eu la fig. 9). La semblanca
estructural amb la histona H I tambc ha suggerit
a altres autors una possible relaci6 evolutiva
entre aquesta histona i les PL 1 (81 ).
Concretament, AUsi6 (I 1) assigna alguns
components PL I (Maconla nasuta, Spisula
solidissinn[) a la famflia de les histories H 1; es
basa en 1'estudi de 1'estructura secundaria
d'aquestes molecules (principal mentdel peptid
resistent a la tripsinitzaci6). Aquest autor no
afirma que el peptid sigui homOleg al
corresponent en la histona H 1, pet-6 evidencia
una analogia estructural molt clara (9).
Les hip6tesis sobre I'evoluci6de les SBPen
poliplacofors i alguns gastropodes tambe es
basen en I'origen a partir de la histona H 1 o una
forma similar de prote*fna. Chiva i col.l. (25)
suggeriren que les protamines P1 de quitons i
pegellides provenen d'una forma de la histona
H I per acumulaci6 de residus d'arginina, i que
l'aparicio de les protamines P2 en quitons i
vetigastropodes pot ser deguda a la perdua de
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la part del gen corresponent al domini globular
(vegeu la fig . 10). Aquest cas pot haver-se
product repetidament d'una manera independent
en diferents grups de molluscs . En l'evolucio
de proteines , els canvis deguts a 1'adqu1s1cio o
perdua d'un domini estructural per part del
genoma ha estat descrit en diversos casos. Les
regions codificants en el DNA dels dominis
estructurals de les proteines poden estar
flanquejades per introns, de manera que
s'afavoreixi la perdua o adquisicio del domini
complet (30).
El grup de molluscs que analitzem a
continuac16 ( cenogastropodes , cefalopodes)
han modificat el tipus de reproduccio, i les
seves SBP no poden ser aparentment
identificades amb les anteriors. Per la seva
composicio , mida i sintesi en forma de
precursors, les protamines P3 dels cenogas-
tropodes son molt di ferents de les dels mol •luscs
de fertilitzacio externa. Chiva i coll. (25)
proposen que quan un grup de molluscs ha
adquirit la fecundacio interna , simultaniament
als canvis adiferents nivells (compactacio de la
cromatina,tipusdegameta , apariciodecel•lules
de suport ... ) es dona una substitucio radical en
el tipus "primitiu" de protamina ( Pis i P2s),
essent expressada una molecula molt mes
especialitzada que ('anterior. Les sepies,
calamars i pops (concretament Octopus) tambe
presenten protamines molt especialitzades, ja
que nomes quatre residus aminoacidics
diferents poden constituir tota la molecula.
Tals protamines son tambc sintetitzades en
forma de precursors . En aquests aspectes
s'observa un paral • lelisme entre els
cenogastropodes i els cefalopodes.
Un dels casos especials es 1'oct6pode
Eledone cirrhosa (Aplvsia en pot ser un altre),
que presenta SBP diferents a les altres.
En arribar a aquest punt es interessant
reconsiderar les idees sobre 1'evoluc16 de
1'espermatozoide (76) i aplicar-les ales SBP en
els molluscs . La filogenia pot anar canviant
molt lentament les protamines , mantenint-les
dintre duns limits composicionals/estructurals,
la protamina primitiva dels molluscs pot pro-
venir d'una histona (H I?) que hagi sofert una
basificacio (addicio d'arginines ), I en alguns
casos una perdua del domini hidrofobic central.
Aquests processos haurien donat grups estables
(aixi, les P2 dels vetigastropodes son molt
similarsentreelles , les PL I i PL IIdelsbivalves
tambe, etc. ). Per un altre canto , quan hi ha
hagut canvis en la biologia de la reproduccio,
les protamines expressades han variat molt, i
poden no ser homologues a les anteriors ; aquest
podria ser el cas dell cenogastropodes i
cefalopodes , en particular Eledone. Aixi, po-
driem distingir una tendencia general en els
canvis a la qua] superposar variacions molt
rapides, relacionades amb els canvis repro-
ductius. La correlacio entre el tipus de SBP i la
biologia de la reproduccio ha estat discutida
extensament per Kasinsky i coll. (57, 58).
Condensacio de la cromatina
La composicio i estructura de les proteines
es la base de la seva funcio , i tots els canvis
evolutius que adoptin les protcines haurien de
respectar-la. LafunciodelesSBPescmpaque-
tar el DNA per reduir el volum del nucli do
1'espermatozoide , per6 Ia diversitat de les SBP
plantejael problemad ' aclarircomeselectuada
aquesta funcio de manera efica4 per totes elles
(94). Aquest treball citat i dos mes (92, 93)
contenen una analisi implicita dell possibles
canvis permissibles de les SBP dels molluscs
en relacio amb la seva funcio concreta de
compactacio dc la cromatina espermatica.
Segons I'autor, els empaquctaments mes
eficients de la cromatina es podrien donar de
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A B
Fi(;ui A 11. Interaccio de les regions helicofdals de les
protamines amb el DNA: A: segment C -terminal de la
histona H I : B: complexos de nucliprotamina . De Subirana
(94) (amh perms).
dues maneres: incrementant la interacci6 de la
histona H I amb el DNA, per produir
compiexos quasi-cristal dins protamina -DNA.
En primer lloc,l'increment de la interacci6 H 1-
DNA s'efectuaria a traves de les zones N- i C-
terminals amb cl DNA internucleosomic.
Aquestes zones acostumen it ser majors en les
H I espermatiques (o proteInes derivades, com
podria sere] cas de les P 1, PL I i PL II descrites),
amh una distribuci6 de carrega uniforme, i
estructurades parcialment en helix a, corn s'ha
dernostrat en els equinoderms (50). Aquest
tipus d'interacci6 es compatible amb la
conservac16 de I'estructura nucleosomica. En
segon floc. la interacci6 de les protamines amb
el DNA Lambe conduiria la protamina a adop-
tar una estructura en helix a; els nuclcosomes
estarien absents, i 1'efecte que (aria la protami na
equivaldria al dels extrems N- i C- terminals de
Ics H 1. En ambd6s casos, la molecula de
prote.ina interaccionaria amb diverses
molecules de DNA veines. La figura I I re-
presents el model proposal per Subirana (94).
Aquestes consideracions abonen el punt de
vista que les SBPdels molluscs puguin derivar
de la histona H 1(P 1, PL I, PL II), d'un dell seus
fragments terminals (P2, PL III, PL IV), o be
posseir la potencialitat de mimetitzar la
interacci6 d'aquests fragments amb el DNA
(cas de les protamines P3 dels cenogastropodes
i dels cefalopodes).
Tot i at x6, aquest model ha de ser contrastat
amb d'altres proposats anteriorment (78, 88), i
tambe considerat conjuntament amb la varietat
de tipus de condensacions que es donen durant
1'espermiogenesi dels molluscs.
Agraiments
Manifestem el nostre sincer agraIment i
consideraci6 a: J. A. Subirana, Ll. Comudella,
J. Colour, H. E. Kasinsky. M. Durfort, P.
Sautiere i J. Ausi6. Aquest treball ha estat
subvencionat per una borsa de viatge i un ajut
a joves investigadors, concedit per la CIRIT.
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